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PAMPQ DE LA INVENCION 



La presente invencion se relaciona con los campos 
de la biotecnologia y la fabricacion de alimentos/bebidas . 
La invencion se refiere a la produccion de bebidas de malta, 
y en forma mas particular a la produccion de bebidas de malta 

» 

que tienen estabilidad mejorada del sabor. En particular, la 

invencion se refiere a metodos y composiciones para mejorar 

la estabilidad del sabor de bebidas de malta fermentada tal 

♦ 

como cerveza y a las bebidas de malta producidas por estos 
metodos . 



ANTECEDENTES DE LA INVENCION 



Tecnica relacionada 



El proceso de elaboracion de la cerveza 



Resumen. En la produccion de bebidas de malta, tal 
como cerveza, un extracto de agua caliente de malta de 
cebada, con o sin otros granos no transf ormados en malta tal 
como arroz o maiz, se hierve con lupulos, se enfria y luego 
se somete a la accion fermentativa de la levadura. El agua 
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caliente usada para extraer la malta permite la. 
varias enzimas en la malta para hidrolizar el almidon |^^Qgj|^ 
cebada (y en el maiz p arroz) a azucar ferment 

industrial 

acciona por la levadura para producir el alcohol en la 
bebidas de malta fermentada. 



Conversion en malta. La malta de cebada se remoja 

con agua para producir malta remojada que se germina a una 

temperatura moderadamente baja. La germinacion se lleva a 

cabo con el mezclado diario y la adicion de agua comb se 

necesite, para mantener el contenido de humedad a 

aproximadamente 43 %. La malta verde resultante contiene un 

alto contenido de precursores del sabor de la cerveza, 

componentes del sabor de la cerveza, y agentes colorantes . 

Despues de que se termina la germinacion, la malta verde se 

t 

calienta en un alto contenido de humedad para generar los 
precursores del sabor de la cerveza, los componentes del 
sabor de la cerveza y tambien para reducir la actividad de 
las enzimas amiloliticas . Despues del calentamiento, la 
malta se seca hasta un contenido de humedad de 3.5-5.5 % y un 
contenido de proteina soluble de 6.5-8 %. La malta seca 
luego se puede empastar (producir o volver a pasta) , para 
producir un mosto que se hierve con lupulos, se enfria, se 
coloca con levadura de cerveza, y se procesa-por los procesos 
de fermentacion convene ionales y en el equipo de fermentacion 
convencional . 





Empayste. La malta, que puede ser 
mezcla de maltas (es decir, la malta de cerveza 
de bajo contenido de amilasa, de alto color, etc), se 
y mezcla con 2.5 a 4 veces su peso de agua calie 
grandes y se empasta a 3 5-40°C durante 5 a 15 minutos hasta. 
que se forma una malta empastada, espesa. A la malta 
empastada luego se le permite reposar durante 45-90 minutos 
sin agitacion, luego se calienta en pasos a 70-73 °C mientras 
que se agita, con un tiempo permit ido en cada paso para que 
las varias erjzimas conviertan los almidones en azucares 
fermentables. Siguiente al calentamiento, la malta empastada 
se mantiene durante 15-30 minutos, y la temperatura se eleva 
a 75 °C, y la malta empastada se trans fiere a una unidad de 

filtracion (lauter) . 

Si se van a usar los adjuntos de arroz y malz, se 
cuecen de manera separada y se obtiene una malta empastada 
del cocedor. La produccion de la malta empastada del cocedor 
comprende el uso de adjuntos junto con una porcion al 10 % - 
30 % de malta, (o la adicion de enzimas comerciales) para 
convertir el almidon del material en azucares fermentables. 
Los adjuntos y la porcion de malta se llevan gradualmente a 
ebullicion y se mantienen ahx hasta que los productos se 

4 

gelatinizan completamente. Durante las etapas finales del 
empaste (a las temperaturas mas altas) , la malta empastada 
del cocedor y la malta empastada se combinan. 

El empaste sirve para un proposito de tres 
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objetivos. Primero, lleva a la solucion aquella 
de malta (y adjuntos) que son facilmente solub! 

Institute 

caliente. Segundo, permite que las enzimas de malta ^f^H^nO 
en las sustancias insolubles y las vuelvan ® s^lif5fy§5^?^ 

, industrial 

TercerO; proporciona una degradacion enzimatica de largo 
alcance de los almidones , proteinas y gomas en productos de 
menor tamano y menor peso molecular. 



Filtracion en cuba y rocio. La filtracion en cuba 

'o consiste de la remocion del liquido, ahora llamado el 

"mosto" , de las cascaras insolubles o "granos gastados" . La 

filtracion en cuba empieza en la terminacion del proceso de 

empaste, con lo cual la malta empastada terminada se 

t 

transfiere a una cuba de filtracion. Ahi se permite reposar 



15 durante aproximadamente diez a treinta minutos tiempo durante 
el cual los granos gastados se asientan al fondo. La cuba de 
filtracion se equipa con un fondo falso que contiene 
numerosas perf oraciones y una salida que conduce al fondo de 
verdadero de la cuba. La malta empastada luego se deja 
20 asentar durante 10-20 minutos y empieza el escurrimiento . El 
mosto se recicla hasta que esta razonablemente claro. El 
mosto claro luego se bombea hacia una marmit^ de 
f ermentacion. Se introduce agua caliente a- traves de los 
granos gastados para enjuagar, o rociar,_cualquier mosto 



25 restante. 



La temperatura de filtracion es aproximadamente 72- 
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de agua de rocio usada es aproximadamente 50-75 % df^s^ftlltO 
cantidad del agua de fermentacion. , . ^ eX ! C j n ^ 

de la Propiedad 
Industrial 

* w * 

Ebullicion y mezclado de lupulqs del mos to : 
Fermentacion primaria. El mosto se hierve vigorosamente 
durante una o dos y media horas en la marmita de 
fermentacion. 1 Se pueden adicionar lupulos (o extractos de 



los mismos) en varias etapas del proceso de ebullicion, 
dependiendo de la naturaleza buscada del producto final. 

La ebullicion del mosto sirve para un numero de 
objetivos, que incluyen (1) concentracion del mosto rociado 
(2) inactivacion completa de las enzimas que pueden haber 
sobrevivido al proceso de empaste final, (3) coagulacion y 
precipitacion de las proteinas de alto peso molecular y 
solido (llamada "rotura en la marmita" o "rotura termica" ) (4) 
extraccion de !los constituyentes deseables del lupulo, y (5) 
esterilizacion del mosto. 



Enf riamientO/ fermentacion y almacenamiento: 
Maduracion. Despues de la ebullicion, el mosto se cuela para 
remover los solidos o "turbiedad" , y el mosto luego se enfrxa 
a una temperatura de aproximadamente 12-16 °C. 

La fermentacion se inicia cuando el mosto se coloca 
con la cantidad apropiada de un cultivo puro de levadura de 
cerveza (tipicamente alrededor de 0.32-0.68 Kg/bbl (0.7.-1.5 




lb/bbl) ) - Despues de 24 horas, se establece la f 

y, se prosigue f a una velocidad acelerada. La ferment. 

prosigue tipicamente durante aproximadamente 7 

Durante este periodo, la temperatura del. mosto s 

controlar, puesto que el proceso de f ermentacipn provoca que 

se eleve la temperatura del mosto, Una vez que la levadura 

ha metabolizado todos los ingredientes fermentables en el 

mosto/ se asiehta hacia el fondo y se recupera 
* 

subsecuentemente y se reciclan para el uso en la colocacion 
a otras caldeadas de cerveza. Conforme el proceso de 
fermentation lj.ega a una conclusion, la temperatura del mosto 
empieza a caer.. El mosto fermentado (llamado "cerveza 
verde") se extrae durante el almacenamiento en un tanque de 

- • 

cuarto, frio, o u ruh", donde, su temperatura se. disminuye a 
aproximadamente 0-5°C. 

'■■ - C ' ' ■ " " ' 

Pxdcesamiento y envasado . La cerveza u ruh" se 

■ ...... r- . r ., j ■ ■ ■ -J . . 

puede dejar permanecer en el tanque ruh para la terminaciori 
del proceso de maduracion, o se puede transferor hacia un 
tanque de maduracion separado en el asentamiento adicional de 
cualquier levadura restante y otros solidos: dependiendo de 
la cerveceria particular, la cerveza se deja madurar desde 
aproximadamente, 14 dias hasta aproximadamente 3 meses. 
Durante este periodo* la cerveza clarif ica y. se desarrolla su 
sabor. En la maduracion, la cerveza se filtra en general 
para remover las levaduras y otros solidos. 



, La cerveza puede ser sometida a un pj 
filtracion de un paso individual o de paso doble. ■ 





filtracion de paso doble consiste de dos pasqefola Pftjpfedad 
filtracion primaria (gruesa) , y una filtracion secundslf?!!^'^! 
(fina) . La cerveza filtrada se almacena subsecuentemente en 
un tangue determinado. 

Para preparar la cerveza para el consumo, se 
carbonata a un nivel especif icado . Luego, dependiendo de la 
forma del envasado, la cerveza se puede pasteurizar. (En el 
caso de las cervezas "servidas directamente del tonel" , 
filtradas en frio, se usa un sistema de microf iltracion para 
remover los contaminantes , evitando de este modo el paso de 
pasteurizacion) . La cerveza envasada en botes y botellas se 
pasteuriza usualmente , mientras que la cerveza envasada en 
cunetes o barriles (y algunas veces botellas) permanece sin 
pasteurizar. Despues del procesamiento final del producto 
envasado (ppr ejemplo, etiquetado, etc), la cerveza esta 
lista para el erivlo al consumidor. 

Otros pasos de procesamiento convencionales bien 
conocidos para aquellos expertos en la tecnica se pueden usar 
en lugar de, o ademas de, los metodos de f ermentacion, 
generales, descritos anteriormente . Por ejemplo, el mosto 
ferme^ntado se puede diluir con agua para producir una bebidas 

A 

de malta, no alcoholica de bajas calori-as (40 6 pocas 
calorias pgr 354 ml (12 onzas) ) , (menos de 0.5 % en volumen 

* ■ * ■ _ 

de alcohol) que Simula cercanamente el sabor, gusto y 
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sensacion en la boca de la cerveza convencional. A 

Instituto 
Mexicano 
de la Propiedad 

Sabor Industrial 

El sabor.es un factor clave en la calidad de una 
bebidas de malta tal como la cerveza- Es importante que una , 
cerveza mantenga su sabor original, fresco y caracter durante 
la distribucion y almacenamiento. De esta manera, los 

t 

* 

sabores equivocados son un gran problema para los fabricantes 
y distribuidortes de cerveza. El sabor modificado por la luz 
es un sabor equivocado bien conocido formado durante el 
almacenamiento de la cerveza embotellada, como es el sabor 
equivocado causado por la contaminacion con microorganismos . 
Otros sabores equivocados que se producen durante el 
almacenamiento se expresan como sabor a papel, similar a 
15 carton, oxidado, o en general, rancio. A temperatura 
ambiente, el sabor rancio en botella o bote empieza a 
desarrollarse cortamente despues del envasado, y se 
incrementa grafdualmente y de manera continua hasta el grado 
que la mayoria de los fabricantes nort earner icanos de cerveza 
20 hacen volver su producto del mercado si esta mas de 4 meses 
a partir de la fecha de envasado. Aunque el oxigeno en una 
botella o bote de cerveza se consume tipicamente por la 
cerveza en el espacio de 24 horas del envasado, la presencia 
perceptible de un sabor rancio no aparece en_ general durante 
25 varias semanas . 

En el pasado, el sabor rancio de las bebidas de 



malta oxidadas, tal como la cerveza, se ha ata.^^ J .^wj^^y^ 
general a los ef ectos combinados de oxidacion, luz y c. 

delaProu 

Principalmente^ los invest igadores (que representan so ^ftrffjWtrjal 





80 % de la tecnica anterior) se han enfocado en metodos para 

■ 

reducir la oxidacion en el producto terminado. Por ejemplo, 
la presente practica de retrasar la formacion del sabor 
rancio de la cerveza incluye mantener un bajo nivel de aire 
(u oxlgeno) en la cerveza envasada al minimizar el espacio 
libre de la parte superior o espacio desde la superficie a la 
parte alta del envase . Las maquinas de llenado de cerveza, 
modernas se disenan para lograr niveles de aire muy bajos en 
el producto ejwasado. Txpicamente, la botella se evacua 
antes de que se llene con cerveza, o el aire en la botella 
evacuada se reemplaza con dioxido de carbono antes del 
llenado, o se utiliza la sobreespumacion de la botella para 
reemplazar los gases del espacio de la parte superior con la 
espuma de: la cerveza. Todas estas practicas pueden producir 
niveles de aire de tnenos de 0.5 ml por botellas de 358 ml (12 
onzas) . Pero aun estos niveles bajos de aire permiten aun 
que la* cerveza se oxide en 2-3 meses. 

Los ^abores equivocados se hacen mas obvios cuando 
la bebida de malta se ha almacenado a temperatura elevada 
(reacciones termicas) . . La influencia negativa de las 
isohumulonas y melanoidinas en la oxidacion .de los alcoholes 
a temperaturas elevadas se ha conocido durante varios afios . 
Ver, por ejemplo, Hashimoto, Rept. Res. Lab. Kirin Brewery 
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Co. Ltd. 19:1 (1979). Sin embargo, aunque la 

- Institute 

almacena idealmente a temperaturas frias, el mantfe nimie3^gj(<jj^flQ 

una temperatura unif ormemente fria no siempre 

lev 

durante el transporte. Este es un problema particular en 

paises calidos y humedos , donde la temperatura varia de 28- 

38°C, aun mas en aquellos paises donde no siempre esta 

i 

disponible la ref rigeracion moderna. Por lo tanto, existe 
claramente una necesidad por un metodo confiable para 
estabilizar el sabor de la cerveza, que no dependa de las 
condiciones ambientales, especif icamente controladas, despues 
de que el producto envasado ha dejado la cerveceria. 

Se conocen un intervalo amplio de compuestos de 
carbonilo que se reducen durante la fermentacion, 
part icularmente de la malta y el mosto, y producen sabores 
equivocados. Ver, Meilgaard y colaboradores , Tech Q. Master 
Brew. Assoc. Am. 12:151-168 (1975) . Dos rutas biologicas 
controlan el nivel de los compuestos de carbonilo en el 
producto final, la formacion de aldehidos a partir de los 
depositos de oxoacidos y la remocioh enzimatica de los 
carbonilos del mosto por la levadura de la cerveza. 

Se forman alcoholes superiores y los aldehidos 

correspondientes, parcialmente por los procesos anabolicos a 

partir de la fuente principal de carbono y parcialmente a 

traves de la ruta catabolica de aminoacidos exogenos . 

i 

Ademas, los aldehidos producidos durante la f ermentacion, 
empaste y ebullicion, se conocen que "son substratos 
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potenciales paftra las aldehido-deshidrogenasas i 




Peppard y colaboradores, J. Xnst. Brew. 87:38( 

Institu 

Sin embargo, los estudios recientes han indicado fft^x&dflO 

rial 



sistemas reductores de aldehidos son mas comple 




se asumio previamente. Ver, Collins y colaboradores, Proc . 
Congr. Eur. Brew. Conv. 23:409-416 (1991) Kronlof y 
colaboradores, Proc. Cong. Eur. brew. Conv. 22 ; 355 -362 
(1989) . Ahora se reconoce que muchos sistemas enzimaticos 
estan comprendidos en la reduccion de los compuestos de 
carbonilo en aKLcoholes superiores, y que cada sistema opera 
probablemente con actividades variables durante el transcurso 
del proceso de fermentacion (Debourg y colaboradores , J. Am. 
Soc. Brew. Chem. 52 (3 ): 100-106 (1994). For ejemplo, los 
compiuestos carbonilo, carbonilos particularmente insaturados, 
son no estables. Estos compuestos se descomponen a cadenas 
mas cortas, que se someten a la condensacion de aldol . 

Los aldehidos insaturados, notablemente trans-2- 
nonenal, y compuestos relacionados comprendidos en la 
oxidacion de •los acidos grasos ^de cadena larga se han 

■ 

asociado por mucho tiempo con el sabor rancio en la cerveza. 
Ver por ejemplo, Debourg y colaboradores supra, y la Patente 
Norteamericana No. 4,110,480. Es bien conocido que la 

s 

oxidacion mediana por enzimas de los acidos grasos 

■ 

insaturados, tal como acido linoleico, seguido por la 
escisioh oxidativa o no oxidativa, subsecuente de la cadena 
de carbono, producira compuestos activos al sabor que tienen 
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longitudes de carbonos de 6 a 12 . Por lo ta 
intentos para estabilizar el sabor de la be l>i ilJ Hly ^ p g^^fo 
ferment ada se. han enfoc.ado en algunos casos, M&XlCiBO 

delaPropiedad 

modif icacion de los lipidos comprendidos en el P ro f^}flst?Htll 
f ermentacion. Sin embargo, en la cerveza, los . lipidos se 
derivan a partir de la malta de varias formas que incluyen 
los lipidos simples (acidos grasos, trigliceridos y otros 
lipidos. neutrales) , lipidos . complejds (glico.lipidos y 
fosf olipidos) y lipidos unidos tal como aquellos unidos a los 
granos de almidon. 

Se han hecho numerosos metodos para remover los 

lipidos de las materias primas, incluyendo (1) remocion del 

» ■ • * 

germen del grano, que contiene una porcion significante de 
lipidos encontrados en los cereales de la materia prima 
(clarif icacion) , (2) remocion de los lipidos a partir de 
cereales de la materia prima por extraccion con etanol, (3) 
pretratamiento de los granos de los cereales de la materia 
prima con una enzima de descomposicion de iipidos (Patente 
Japonesa examinada No. de publicacion 2248/1973, Patente 
Japonesa no examinada No. de publicacion 55069/1987 y (4) 
remocion de los lipidos por una separacion con filtracion 
especial (Patente Norteamericana No. 5 , 460, 836) . Sin embargo, 
no todos los lipidos tienen un efecto adverso, es decir, el 
equilibrio de estas formas de lipidos afecta 
imperceptiblemente la calidad de la cerveza y.la eficiencia 
del proceso de f ermentacion de la cerveza. De esta manera, 




aun despues.de anos de estudio, permanece des 
equilibrio es apropiado, o comb la alteracion del condaSltttltO 

Mexicano 

total de lipidos afectara la estabilidad degg ^lP?§pf^fad 



producto terminado, almacenado. IniJUStrlsl 

Otra tecnica recoriocida para estabilizar la cerveza 
contra la oxidacion es adicionar un eliminador de oxigeno, 
tal como dioxido de azufre, usualmente en la forma de 
bisulf ito, a la cerveza. El dioxido de azufre se produce por 
la levadura durante la ferment acidn y se combiriaran con 
carbonilos para formar componentes de adicion de bisulf ito 
que son hidrof ilicos, y de esta manera menos volatiles. Sin 
embargo, aunque efectivo, el incremento de la concentracion 

de S0 2/ de manera natural o artificial, puede ser 

.- 

comercialmente inaceptable. En los Estados Unidos de 

Norteamerica, por ejemplo, el S0 2 se limita por la ley a 

menos de 10 ppm, y aun aquellbs hiveles bajos producen aromas 

i 

indeseables y de azufre en algunas cervezas, mientras que en 
otros parses, tal como Alemania, se prohxbe cualquier adicion 
de S0 2 exogeno. 

Aun si se permite, la adicion de bisulfitd, que 
trabaja al unirse a los aldehidos, no es una panacea. La 
cerveza es un producto complejo que comprende, muchos 
aldehidos muy dif erentes (notablemente aceltaldehido, un 
producto normal de f ermentacion) , por lo tanto, la accion de 

■ 

un aditivo de sulfito f recuentemente se disminuye . La 

t 

adicion de otros eliminadores de oxigeno tambien se ha 
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intentado, pero con poco efecto en la estabi] 
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plazo del sabar en la bebida de malta fermentada. InStitUlO 

Mexican© 

En vista de la tecnica anterior y^fg PfQpte(f&d 

busqueda, sin embargo, el sabor de la cerveza aun 
rancio, De esta manera, es claro que hasta la presente 
invencion, permanecio una necesidad percibida por largo 

♦ 

tiempo en la tecnica por un metodo confiable para estabilizar 
el sabor de las bebidas de malta fermentada, que tenga las 
siguientes caracterlsticas . (1) No altere de manera 
10 significante el sabor fresco deseable del producto terminado, 
(2) no disminuya signif icantemente la eficiencia del proceso 
de f ermentacion, (3) no viole la ley o regulacion con 
. respecto a la adicion de aditivos o conservadores y (4) no 
dependa del mantenimiento de condiciones ambientales 
15 especificas para el transporte y almacenamiento del producto 
envasado . 

Los presentes inventores han desarrollado un metodo 
completamente nuevo para estabilizar el sabor de la malta 
fermentada al enf ocarse a un aspecto de la reaccion de 

20 f ermentacion *no considerado previamente en la tecnica 
anterior. La presente invencion demuestra que los sabores de 
malta fermentada se pueden estabilizar por el uso de 
inhibiddres, bloqueadores o agentes reductores de los 
compuestos intermedins de la reaccion de Maillard, tal como 

25 la enzima dependiente de NADPH, 3 -desoxiglucosona reductasa, 
o aminoguanidina.. 
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A fin de evaluar la estabilidad d 





sensible, rapido y reproducible con el cucfl? '%e FQPJ&ftSd 

industrial 

analizar los cambios en el sabor de la cerveza. La prueba 

sensitiva ha sido el medio tradicional disponible para 

t 

valorar la dalidad organoleptica de la cerveza. La prueba 
del gusto, aunque sensible sufre de las limitaciones humanas, 
tal como la inclination del personal y la tendencia a hacer 
evaluaciones comparativas (subjetivas) antes que objetivas 
{Mathews y colaboradores , Trends in Food Science & Technol . 
4:89-91 (1990)). El Instituto de Tecnologia de la 
Elaboracion de la Cerveza empieza usando analisis de 
cromatograf £a liquida de alto desempeno (HPLC) de acuerdo a 
por ejemplo Greenhoff y Wheeler, J. Inst. Brew 86:35 (1981) ; 
Strating y Drost, Dev, in Food Sci. 17:109-121 (1988). Se 
aplicaron metodos mejorados que utilizan tecnicas de 
purgacion y trampa, cromatograf la de gases, y deteccion 
selectiva de masa usando la tecnica SIM, para establecer alta 
capacidad y mejor separacion, determinacion e identif icacion . 
Ver, por ejemplo, Narzi$ yc) MBAA Tech. Q. 30:48-53 (1993). 
Sin embargo, las medic iones objetivas de un parametro de 
calidad particular est an sin sentido a menos que se 
correlacionen a la respuesta humana a la bebida como un todo, 
cuando se compra y consume bajo condiciones- normales . 

De esta manera, los present es invent ores 
desarrollaron un sistema por el cual se podria evaluar el 
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deterioro organoleptico de la cerveza, por indices 
que proporcionan una serie de compuestos (ver Figura 1 ^^| C g n Q 
representan un continuo reproducible de formas f resdfcJflaRfe^XKJdad 

Industrial 

deterioradas (rancia) . Estos indices analiticos luego se 
relacionan a las evaluaciones organolepticas , como se 
demuestra en las Figuras 2a y 2b , para proporcionar una 
correlacion entre las medidas objetivas y organolepticas de 
la frescura del sabor. Bravo y colabor adores , IBTC Technical 
Consortium Meeting # 35, Salzburg, Austria, Septiembre de 
1993; Bravo y colaboradores IBTC Technical Consortium Meeting 



# 36, Caracas, Venezuela, Noviembre de 1994. 



Estos 



compuestos participan en las reacciones comprendidas en el 

procesamiento de ranciamiento de la cerveza (substratos, y 

productos intermedios o finales) , pero no necesariamente 

producen el sabor rancio. Estos indices analiticos son 

relativamente faciles de detectar y muestran un cambio 

significante en sus areas maximas relativas durante el 

i 

proceso de enve jecimiento (ver Figuras 2a y 2b) . 

* 

La concentracion de furfural, 5-metilf urfurilo, 2- 

acet'ilfurano y 5-hidroximetilfurfurano son £ndice utiles para 

medir el dafio termico en la cerveza. Por ejemplo, en un 

esfuerzo para establecer una "prueba de deterioro de la 

calidad" , se han desarrollado metodos para detectar el 

furfural y 5-metilf urfurilo en jugos de frutas durante el 

almacenamiento. Harayama y colaboradores Agric Biol. Chem. 

53:393-398 (1991) encontraron por analisis de multivariable 

i 
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del sabor equivocado en los compuestos volatiles en |n§|ttUtO 

de la parte superior 



espacio 



f ormados durant^ e £j£ a . n( } 

de la Propiedad 

almacenamienta de la cerveza, que ciertos compuestcfnddstrial 



furfural fueron un indice valioso para medir un sabor de 

carton, particular en la cerveza. Grongvist y colaboradores , 

■ ' . • • 

EEC Cong. 421-428 (1993), usando cromatograf la de gases para 
medir los compuestos de carbonilo presentes durante la 
produccion y envejecimiento de la cerveza, encontraron que la 
concentracion de furfural se incremento signif icantemente 



durante el envejecimiento. 



BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION IllStitUtO 

Mexicano 
d§ la Propiedad 

Los presentes inventores, deduciendo quejndtfgtrial 

productos formados durante la reaccionde Maillard se podrian . 
usar como Indices del enve jecimiento o maduracion de la 
cerveza, desarrollaron un.metodo, (usando los indices medidos 
ppr una combinacion de electrof oresis capilar y tecnicas de 
HPLC) para inspeccionar de manera confiable la estabilidad 
del sabor y el efecto organoleptico del enve jecimiento en la 
cerveza {Bravo y colaboradores , IBTC Technical Consortium 
Meeting # 35, Salzburg, Austria, Septiembre de 1993; Bravo y 
colaboradores IBTC Technical Consortium Meetin # 36, Caracas, 
Venezuela, Noviembre de 1994). Al utilizar el metodo para la 
deteccion de los indices quimicos pertinentes, los presentes 
inventores desarrollaron un nuevo sistema, avanzado 
signif icantemente sobre aquellos descritos y usados hasta la 
fecha, para valorar de manera confiable y eficientemente el 
grado de frescura de la cerveza, y para determinar las 
condiciones de almacenamient.o (tiempo y temperatura) de una 
cerveza expuesta a un ambiente previamente desconocido. 
Ademas, los presentes inventores han utilizado estos sistemas 
analiticos para desarrollar metodos para mejorar la 

estabilidad del sabor de las bebidas de malta tal como la 

'. .*■- 

cerveza, y para producir bebidas.de malta por estos metodos . 

En las investigaciones iniciales disenadas para 
solucionar los problemas descritos anteriormente, se 




descubrio que 1 al regular enzimaticamente la 
ciertos compuestos intermedios de la reaccion de 
formados durante el pfoceso de f ermentaci640l&£rQR*®$^ 

Industrial 

producir conf iablemente una bebida de malta fermentada, que 
tiene un gusto ref rescantemente puro y estabilidad mejorada 
del sabor. Los presentes inventores hicieron investigaciones 
adicionales en base a este hallazgo y desarrollaron la 

presente invencion. 

La presente invencion se ref iere a, la produccion de 
bebidas de malta que tienen estabilidad mejorada del sabor. 
La invencion tiene utilidad particular en la produccion de 
bebidas de malta fermentada tal como cerveza, aunque la 

■ 

invencion tambien se puede usar ventajosamente en la 
produccion de otras bebidas de malta con sabor. La invencion 
se refiere adicionalmente a metodos de fermentacion o 
elaboracion de cerveza, para producir bebidas de malta 
fermentada, tal como cerveza, las bebidas preparadas por este 
metodo, y las bebidas que tienen un sabor sustancialmente 

w - 

estabilizado. En particular, la presente invencion se 
refiere a un metodo para estabilizar el sabor de una bebida 
de. malta fermentada, en forma mas particular una cerveza, por 
la adicion de una enzima de oxoaldehido reductasa, la bebida 
de malta fermentada preparada por este metodo, y una bebida 
de malta fermentada que tiene estabilidad mejorada del sabor. 

La invencion se refiere ademas al uso, durante el 
proceso de fermentacion, de enzimas de oxoaldehido reductasa 



a partir de fuentes naturales, que incluyen a ftY$#ftfto 

producidas por levaduras, para estabilizar el ,s 

dela 

producto de cerveza resultante y para producir una IftdUStBfil 

que tiene un sabor estable. Tambien se refiere a 
microorganismos, particularmente levaduras, que se han 
modificado especif icamente, se han seleccionado o mane j ado 
geneticamente para expresar o segregar una enzima. de 

* 

■ 

oxoaldehido reductasa que se puede usar durante el proceso de 
fermentacion para estabilizar el sabor del producto de 
cerveza resultante y para producir una cerveza que tiene un 
sabor estable. 

La presente invencion tambien proporciona un metodo 
para mejorar la estabilidad del sabor de una bebida de malta. 
De acuerdo con la presente invencion, este metodo es adecuado 
para mejorar la estabilidad del sabor de una bebida de malta 
fermentada, en particular, la cerveza. De esta manera, es un 
objeto de la presente invencion proporcionar un metodo de 
fermentacion o preparacion de cerveza, en donde se mejora la 

estabilidad del sabor de la cerveza. 

- 

La presente invencion proporciona ademas las. 
bebidas de malta preparadas por estos metodos. De acuerdo 
con la presente invencion, la bebida de malta proporcionada 
de esta manera es una bebida de malta fermentada, 
particularmente una cerveza. De esta manera, .es un objeto de 
la presente invencion proporcionar una cerveza en la cual se 
ha mejorado la estabilidad del sabor. ■ ' ■ " 





La presente invencion tambien proporclcljj 

a partir de una fuente natural (por ejemplo, levadu^n^j 

levadura modificada o extracto de la misma, que^^a^tOjjfg^^ 

una cantidad suficiente de las enzimas necesarias^|»^§l 

bloquear, inhibir o reducir lbs compuestos intermedios de la 

reaccion de Maillard (por ejemplo, 3 -desoxiglucosona) , que da 

por resultado la formacion del sabor rancio en las bebidas de 

t 

malta fermentada. 

Aun otros objetos y ventajas de la presente 
invencion seran aparentes a partir de la siguiente 
descripcion detallada de la invencion. 



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 



Figura 1. Cromatograma de una cerveza fresca que 

muestra los indices quimicos del enve jecimiento de la 

i 

cerveza: LCI, LCll f LCI 8 y 5-HMF. 



. Figura 2. a: Grafica que muestra los cambios en la 
intensidad de la altura maxima de LC18 durante el 
almacenamiento a 5°C y su correlacion con la evaluacion del 
sabor. El LC18 se consume a bajas temperaturas y tiende a 
desaparecer con. el tiempo. 

b: Grafica que muestra los cambios en la 
concentracion % de 5-HMF durante el almacenamiento de la 
cerveza a 28°^ y su correlacion invertida con el grado de 



oxidacion . 




0 
0 



Figura 3. Diagrama del mecanismo propue Jw/®Ql3d 

industrial 

formacion de LC18 en la.cerveza, y su posible complicacion en 
el deterioro del sabor. El LC18 es un precursor del 
compuesto de dicarbonilo de 5-HMF que tambien puede 
condensarse con aminoacidos a t raves de la degradacion de 
Strecker para producir aldehxdos y pirroles o pirazinas (CF) . 



Figura 4 . Cromatograma de un sistema modelo de 
i 

glucosa-glicina tratado con calor, que consiste de glucosa 
1M + glicina 0.5 M, despues de 3 horas de reaccion a 90°C, 
que demuestra la adquisicion de los indices analiticos del 
enve jecimiento de la cerveza (LC8, LC11 y LC18) en un 
sistema modelo. 



Figura 5. Cromatograma compuesto que demuestra el 
efecto de la adicion de 1, 2-f enilendiamina al mosto. A: 
mosto; B. mosto + 1, 2-f enilendiamina." La adicion de 1,2- 
f enilendiamina provbca una reduccion especifica en el valor 
maximo de LCI 8. 



Figura 6. a: Grafica de barras que demuestra los 
cambios en el area de las quinoxalinas hidrofobicas que 
acompanan el almacenamientb de la cerveza a 5°C y. 28 °C durante 
15 dias y a 60°C durante 3 dias. 




b: Grafica de barras que muestra lc 



area de las quinoxalinas hidrofilicas que acom£&S.ytiltel 

Mexicarro 

almacenamiento de la cerveza a 5°C y 28 °C & u Qfflfa^j^$(fg$y 
60 °C durante e dias . IfHftlStrial 



Figura 7. Esquema del procedimiento de purif icacion 
de la enzima reductasa. Amortiguador A: fosfato de potasio 
25 mM y pH 7.5. Amortiguador B: fosfato de potasio 5 mM, pH 
6.5. Amortiguador C: fosfato de potasio 25 mM, pH 7.0. 



Figura 8. Perfil de elucion de reductasa 1 en 

- - 

cromatograf £a de Sephacryl S-200. Comienzo: electrof oresis 
de gel de SDS-poliacrilamida de reductasa 1. El gel se 
coloreo con az^ul brillante de Comassie. 



Figura 9. Perfil de elucion de reductasa 2 en 
cromatograf ia de Sephacryl . S-200 . Comienzo : electrof oresis 
de gel de SDS-poliacrilamida de reductasa 2. El gel se 
coloreo con azul brillante de Coomassie. 



Figura 10.. La especif icidades de substrato de las 
enzimas reductasa 1 y reductasa 2. 



Figura 11. Cromatograma compuesto. que muestra la 
disminucion en el valor maximo de LC18 en la cerveza despues 
de la adicion de las reductasa 1 y 2 aisladas a partir de la 
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leyadura de cerveza. 
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Figura 12. Graficas de barras que ^^^r^^|^^| 
grados de frescura determinadbs organolepticamente de las 
cervezas tratadas con reductasa 1. Lascervezas se incubaron . 
con una mezcla de amort ig;uador C, NADPH (cervezas de control) 
y reductasa 1 (cervezas experimentales) durante 15 dias a 
28°C (panel a) 6 3 dias a 60°C (panel b) . 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 



Def iniciones 



A todo lo largo de esta descripcion, se usan varios 

terminos que se entienden en general por aquellos expertos en 

la tecnica aplicable. Se usan varios terminos con 

significado especifico, sin embargo, y se proponen para 

i 

querer decir como se define por lo siguiente: 

Como se usa en la presente, el termino "malta" se 
propone para referirse a cualquier grano de cereal, 

■ 

particularmente cebada, remojado en agua hasta que se germina 
y se usa en la fermentacion y destilacion. 

El termino "malta empastada'' como se usa en la 

■ 

presente se define como malta o grano triturado, remojado en 
agua caliente hasta hacer mosto. 

El termino tt mosto w como se usa en la presente se 
i 
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define como el escurrimiento de licor 

' r 

extraccion de un material solido preparado, tal como 

Mexicano 

o malt a de cereal, con agua caliente. d6 la PrOpiedad 

Como se usa en la presente, el termino x, teitt^n«e 

malta fermentada" se propone como cualquier bebida con sabor 
a malta producida por f ermentacion, tal como cerveza o sake. 

Como se usa en la presente, el termino "cerveza" se 
define como una bebida alcohol ica fermentada a partir de 
malta y lupulos . El termino. como se usa en la presente se 
propone para incluir cervezas espesas y amargas, cervezas 
fuertes de malta, cervezas anejas, cervezas amargas y 
fuertes, licc»res de malta, licores mezclados bajos en 
calorias, de bajo contehido de alcohol y ligeras, y 
similares. 




La reaccion de Mai Hard 

"ISUIU1 

■ Mexicano 
ae la Propied^d 

Hace mas de 80 anos, Luis Maillard frRKf^f^ 
primero la reaccion para reducir los azucares con los grupos 
amino libres de los aminoacidos y proteinas. Esta reaccion 
compleja, llamada la reaccion de Maillard, o coloracion de 
color cafe, no enzimatica, es responsable por el aroma y 
gusto en los alimentos cocidos o conservados. 
Especif icamente, se conoce que esta comprendida en el color 
y aroma resultantes de las bebidas de malta fermentada, tal 
como la cerveza o sake. 

Como se grafica en la Figura 3, la reaccion de 
Maillard se inicia por la reaccion de las aminas primarias (a 
partir de aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos) con 

■ 

azucares para formar aminas (bases de Schiff) que se someten 
adicionalmente al rearreglo para formar los productos.de 
Amadori, que son responsables por la coloracion de color cafe 

y el proceso f luorescente y que da por resultado 

• * "... 

subsecuentemente la formacion de numerosos product os 
terminales de glucosilacion, avanzada. Ampliamente , los 
productos terminales de glucosilacion avanzada se llaman 
compuestos intermedios de a-carbonilo, que incluyen, por 
ejemplo, 1-desoxidicetosas y 3-desoxialdocetosas . Guando el 
azucar reducic^o es glucosa, como en la fermentacion de la 
malta, uno de los compuestos intermedios de a-carbonilo es 3- 
desoxiglucosona . 
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Miles de compuestos, que inc 




nolipeptidos, alcoholes, polifenoles, pirroles; isolffcStitlttlfes, 

Mexieano 

melanoides, acidos grasos y aldehidos, as! ft^gfl&iF s 

y compuestos intermedios relacionados, estan ctaj^fiSSflos 
durante el proceso de fermentacion en la reaccion de 
Maillard. Por ejemplo, existen sobre 140 reductasas y 
deshidrogenasas en las superf amilia de las reductasas 
comprendidas en la reaccion de Maillard. Sin embargo, antes 
de la presente invencion, no hay sugerencia en la tecnica 
10 anterior que al regular enzimaticamente la produce ion de un 
compuesto intermedio especif ico de la reaccion de Maillard, 
se podria estabilizar efectivamente el sabor de la cerveza. 
Ademas, el uso de una reductasa especif ica como una ayuda de 
procesamiento, enzimatica, regulatoria en la produccion de 
15 cerveza no se ha sugerido hast a ahora. Historicamente, la 
mayoria de los ensayos para prObar la estabilidad del sabor 
de la cerveza han sido puramente subjetivos (por ejemplo, 
paneles clasicos de catadores de cerveza) y no han sido 
conducentes a la cuantif icacion. Por lo tanto, fue necesario 
20 para los presentes inventores desarrollar primero un ensayo 
fiable, objetivo, analxtico para determinar la estabilidad 
del sabor de la muestra, que se podria usar ademas de las 
evaluaciones organolepticas, antes de que nuevos 
procedimientos se puedan implement ar o aditivos 
25 caracterizados en terminos de sus efectos en la estabilidad 
del sabor. 



Los atributos de las bebidas de malta fermentada. "IffStlt'Ut 

Mexicano 
aelaPropiedad 

Las bebidas de malta, especialmente la c $fftf@§ff*jg| 

poseen atribubos facilmente perceptibles por el consumidor. 
Estos atributos incluyen espuma, sabor y claridad. De estos, 
el sabor es f inalmente la caracteristica mas importante para 
el consumidor. 

El sabor (pureza) y el gusto posterior (sensacion 
refrescante) se miden tlpicamente dentro de la industria como 
que tienen uno de los siguientes cinco grados : 

1: Gusto no muy claro y gusto posterior no tiene 
sensacion refrescante. 

2 : <£usto no es claro y gusto posterior tiene 
sensacion casi no refrescante. 

3 : Usual 

4 : Gusto es claro y sabor posterior tiene sensacion 
refrescante. 

5: Gusto es muy claro y sabor posterior tiene 
sensacion muy refrescante. 

La estabilidad del sabor se evalua tlpicamente en 
el producto envasado r almacenado (usualmente a una 
temperatura de* almacenamiento de 40 °C) como que tiene uno de 
los siguientes cinco grados: 

1: Signif icantemente rancio. 

2: Rancio. 

3 : Usual . 
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4: Fresco. _ 

c „ ' Institute 

5: Muy fresco. MexicaHO 




Ademas, un numero creciente de consu^fiiSt^lPBl! 

Industrial 

un producto de cerveza completamente natural que demuestre 

las cualidades anteriores y que aun este totalmente libre de 

aditivos o suplementos artif iciales . 

Se conoce en la tecnica que la cebada malteada se 
i 

puede reemplazar en su totalidad o en parte por un llamado 

w adjunto de f ermentacion" . Los adjuntos de f ermentacion, 

10 adecuados' incluyen maiz, arroz, azucar y varios jarabes. Un 

adjunto de f ermentacion usado en la produccion de un mostpy 

tal como maiz, usualmente se tritura y una malta empastada 

formada de manera separada a partir de la malta empastada al 

adicionar enzimas. Los productos prehidrolizados se pueden 

15 mezclar con la malta empastada, y se pueden adicionar jarabes 

al mosto en el momento en que el mosto este hirviendo como se 

i 

describe anteriormente . El uso de adjuntos de fermentacion 
necesita ser cuidadosamente controlado a fin de producir una 
cerveza de gusto y color aceptable. El uso de adjuntos 

* ■ * • 

20 hechos a partir de maiz, arroz y otros granos extienden los 

■r 

ingredientes de fermentacion mas alia de los tradicionales y 
listados anteriormente. Sin embargo, un planteamiento no es 
posible en ciertos paises, por ejemplo, en Alemania, aun se 
sigue la ley de la pureza de la cerveza promulgada en 1516 
25 (la "Reinheitsgebot'' ) que limita los ingredientes de 
fermentacion a malta de cebada, agua, lupulos y levadura. 




Los compuestos adicionados a la m< 

Institute 

antes del paso 1 de . f ermentacion primaria se llaman ^^$£3^9 
procesamiento". Por otra parte, los compuestc^ ^^?^^l^oSj 
a la mezcla del mosto despues del paso de f ermentacion 
primaria se llaman "aditivos" . La dif erencia entre los dos 
es significante debido a que el' uso.de aditivos se regula, 
mientras que. el uso de ayudas de procesamiento no se regula. 

Por los metodos de la presente invencion, se usa 
una cantidad estabilizadora del sabor de al menos una enzima 
de oxoaldehido reductasa como un aditivo para la bebida de 
malta fermentada. Este aditivo de enzima proporciona 
estabilizacion mejorada del sabor de la bebida de malta 
fermentada, terminada. 

Lais) enzima (s) de oxoaldehido redactada se 
piiede(n) adicionar en cualquier etapa del proceso de 
f ermentacion, que incluyen a la malta de grano, al mosto 
antes de la f ermentacion, al mosto fermentado, a la bebida de 
malta fermentada antes del procesamiento, o a la bebida de 

« 

malta fermentada, procesada antes del envasado. En la forma 
mas preference, la enzima de oxoaldehido reductasa se 
adiciona al mosto antes de la f ermentacion a la bebida de 
malta fermentada antes del procesamiento, a la bebida de 
malta fermentada, procesada antes del envasado. 

Pref erentemente, las enzimas ^de oxoaldehido 
reductasa son de origen natural. Las enzimas se pueden 
aislar usando procedimientos conocidos de extraccion de 
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proteinas a partir de un numero de fuentes, Y~5e W^^tO 
purificar como se describe posteriormente y lu^d?Xig8nO 

de la Propiedad 

adicionan a la bebida de ferment acion como una ay^gygtfidl 

procesamiento y/o como un aditivo. Este esquema, las enzimas 
de reductasa ^e pueden adicionar al proceso de fermentacion * 
de manera continua o como una inyeccion individual. Los 
metodos de la presente invencion se pueden llevar a cabo 
usando ya sea enzimas de longitud completa, o fragmentos 
biologicamente activos de las mismas. Como una forma 
10 alternativa de la enzima, se pueden usar ciertas oxoaldehido 
reductasas de longitud completa b atenuadas, sinteticamente 
formuladas, en lugar de las enzimas naturales para 
estabilizar el sabor del producto de malta fermentada, 
mientras . que i la forma de enzima alternativa posea la 
15 actividad biologica de la enzima de oxoaldehido reductasa, 
natural . 

Preferentemente, la enzima de oxoaldehido reductasa 
aislada y purificada por, o usada en, los metodos de la 
presente invencion es una enzima dependiente de NADPH. En la 
20 forma mas preferente, la enzima de oxoaldehido reductasa es 
3 -desoxiglucosona reductasa. 

Las enzimas de oxoaldehido reductasa naturales se 
aislan pref erentemente a partir de celulas de levadura usando 
procedimientos de extraccion de rutina de proteinas como se 
25 expone en el Ejemplo 1 posterior, o a paxtir de fuentes 

• * • * 

animales o vagetales. Se prefieren como las fuentes .de 
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oxoaldehido reductasa, naturales, las celulas d u x u o ewx|ncg^ -^ 
incluyendo las levaduras de la cerveza o de cebada MfcXtCanO 

delaPropiedad 

ejemplo, del genero Saccharomyces, en la forma mas pret e f^3jj<§triat 
de las especies Saccharomyces cerevesiae. 

La enzima de oxoaldehido reductasa aislada a partir . 
de fuentes naturales se puede purif icar por tecnicas de 
purificacion de proteinas que son de rutina para aquellos 
expertos en la tecnica. En forma preferente, las enzimas se 
purifican por una combinacion de "desplazamiento salino" y 
^I-^IO purificacion cromatograf ica tal como cromatograf ia liquida 

HPLC, FPLC, cromatograf la de afinidad, cromatograf ia de 
intercambio ionico, cromatograf la de exclusion de tamafio, y 
cromatograf ia de inmunoaf inidad. En la forma mas preferente, 
las enzimas purif icadas se purifican por una combinacion de 
15 precipitacion de sulfato de amonio y purificacion de HPLC o 
FPLC. Estas enzimas de oxoaldehido reductasa purif icadas 



luego se pueden adicionar al producto, en las cantidades 
^ estabilizadoras del sabor como se describe anteriormente, 

para mejorar la estabilidad del sabor de bebida de malta 

20 fermentada. 

En una modal idad alternativa, se pueden adicionar 
al producto sin purificacion las preparaciones crudas de las 
oxoaldehido reductasa. Las preparaciones crudas abarcadas 
por esta modal idad de la invencion incluyen extractos o 
25 productos de digestion de la levadura natural , fuentes 

animales o vegetales. Preferible es un producto de digestion 

i 
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enzimatico o extracto de celulas de levadura natur9^l& c? 

Mexicano 

modif icadas geneticamente (como se describe po^kblftPf0fU6dBjd 

Industrial 

que incluyen celulas del genero Saccharomyces, y en la forma 
mas preferente de las especies Saccharomyces cerevisiae . Los 
metodos para preparar estos extractos y productos de 
digestion enzimaticos se describen bien en la literatura 
microbiologica (ver por ejemplo Difco Manual, Difco, Inc., 
Norwood, Massachusetts). 

En otra modalidad alternativa, las fuentes (tal 
como levadura) capaces de producir enzimas de oxoaldehido 
reductasa se pueden adicionar per se en una cantidad 
suficiente pa f ra producir una cantidad efectiva de la 
oxoaldehido reductasa in situ para estabilizar el sabor del 
producto terminado. Estas fuentes tambien se pueden uear 
para preparar una preparacion cruda, en forma preferente un 
extracto o producto de digestion, enzimatico, que comprende 
cantidades mejoradas de una enzima de oxoaldehido reductasa, 
que luego se usa como se describe anteriormente para 
estabilizar el sabor de la bebida de malta fermentada. En 
forma preferente, las levaduras del genero Saccharomyces y en 
forma mas pVeferente de las especies Saccharomyces 

- 

cerevisiae, se usan en esta modalidad. 

En aun ptra modalidad, celulas de levadura, 
pref erentemente del genero Saccharomyces, y. en la forma mas 



preferente de la especie Saccharomyces cerevisiae, se 
modifican geneticamente para producir cantidades mejoradas de 



4 
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oxoaldehido reductasa con relacion a sus cepas ti 



n 





o padres. Los metodos para modificar genet icamentOp, 
celulas de levadura y otros microorganismos sorM®^^^ 

delaPropiedao 

conocidos y de rutina para aquellos expertos en la tJ^Justfial 

5 (ver, por ejemplo Watson, J. D. , y colaboradores en: 
Recombinant D^IA, 2a. Ed., New York: Scientific American 
Books, pp. 235-253 (1992)). Estas levaduras modificadas 

■ 

geneticamente proporcionan una fuente facilmente adecuada de 
la reductasa (como una preparacion cruda o purificada) que se 
X r 10 va adicionar durante el proceso de f ermentacion. En la 

alternativa, como en las modal idades previas, la levadura 
geneticamente modificada que tiene la expresion mejorada de 
oxoaldehido reductasa se puede adicionar per se en una 
cantidad suficiente para proporcionar estabilizacion in situ 
15 del sabor en <=1 producto de malta terminado. 

Si se adiciona per se, las celulas de levadura 
capaces de producir oxoaldehido reductasa se pueden 
inmovilizar en un portador de fase solida, a una densidad 
suficiente para proporcionar suficiente ayuda enzimatica para 
20 estabilizar sustancialmente el sabor de la bebida de malta 
fermentada, terminada. El portador es importante en terminos 

♦ 

de la provision de un ambiente adecuado para el crecimiento 

- 

de la levadura y el contacto con el substrato acuoso. Los 
materiales us^dos para proporcionar un portador pueden 
25 incluir, por ejemplo, cuentas de alginato (que proporcionan 

* 

• * 

un portador similar a un gel), particulas de latex, o 
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granulos de DEAE-celulosa. Las celulas de levaduij 
inmovilizar en un portador y cultivar de acuer fafc - „ 4 

institute 

cualquier medio conocido en la tecnica (ver por ejM^XtCStno 

oe la Propiedad 

Patente Norteamericana No. 5,079,011)-. 'ndustrial 
5 Las cantidades optimas de la oxoaldehldo reductasa, 

necesarias para estabilizar el sabor del producto de malta 
terminado se determinaron usando los metodos analiticos 
expuestos en los ejemplos posteriores. De acuerdo con estos 
metodos, la concentraeion optima varia para las enzimas de 

■ 

v f 10 oxoaldehldo retiuctasa en la bebida de malta terminada son de 

aproximadamente 5-500 unidades/ml, en forma preferente cerca 
de 10-250 unidades/ml, en forma mas preferente de 
aproximadamente 25-100 unidades/ml y en la forma mas 
preferente de aproximademente 50 unidades/ml. Como se usa en 
15 la presente una unidad de enzima se define como la cantidad 
de enzima que cataliza la oxidacion de 1 micro mol de NADPH 
por minuto a 25 C. Se debe senalar que mientras que estos 
intervalos se describen en terminos de una oxoaldehldo 
reductasa depehdiente de NADPH, particular, los metodos de la 
20 presente invencion contemplan la adicion de otras proteinas 
estabilizadoras del sabor, de manera simultanea, secuencial, 
o por la inyeccion individual de dos o mas componentes 

premezclados . 

Habiendo ahora descrito la presente invencion en 
25 detalle, la misma sera mas entendida claramente por 
referenda a los siguientes ejemplos, que se incluyen a la 



misma 



para propositos de ilustracion solamentJ ^1 

LlI 

propone que sean limitantes de la invencion. 



Ejemplos 

i 

Materiales y Metodos 



Institute) 
Mexicano 
de la Propiedad 
Industrial 



Los siguientes materiales y metodos se usaron en 



general en los Ejemplos. 



Prueba Organoleptica. 

La prueba organoleptica se diseno para dar una 

indicacion de la estabilidad de la cerveza en botella, como 

se determina por los metodos subjetivos (por ejemplo, 

"prueba de gusto") . En este planteamiento, la cerveza 

filtrada, tratada con enzimas se empaca en botellas de 275 

ml; estandar, y las muestras se someten a un ciclo alternante 

de enfriamiento (0°C durante 24 horas) y calentamiento (40°C 

durante 24 horas) . El "saber de la cerveza luego se evalua 

organolepticamente por catadores experimentados . Una muestra 

de control de la cerveza no tratada con enzima se cicla en la 

temperatura anterior al mismo tiempo para proporcionar una 

norma. Los indices de sabor de estas cervezas tratadas y no 

tratadas luego se comparan para determinar la estabilidad 

i 

mejorada lograda al tratar la cerveza con una enzima de 
oxoaldehido reductasa. Los resultados de est a prueba 
organoleptica luego se comparan a aquellos obtenidos por las 
mediciones cromatograf icas de los indices quimicos del sabor 
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descritos posteriormente . 



Anal is is de CL18 y 5-HMF 

Se realizaron analisis de los indices quimic 




julmicos LC18 



5 y 5-HMF por cromatograf la liquida, usando. un sistema Waters 
HPLC que consistio de una bomba 600, un automuestreador Wisp 

* 

717, . un mane jador de Cromatograf la Millennium 2010 de 2.1. 
La separacion % se llevo a cabo en una columna Aminex HPX-87H 
de 300 x 7.8 mm, 9 /^m mantenida a 55°C. La elucion se 
10 inspecciono con un detector de arreglo de fotodiodos Waters 
991 (200 mm-300 mm) y la cuantif icacion de los valores 
maximos de 5-HMF y LC18 se llevo a cabo a 283 mm. Para el 

■ 

analisis, se inyectaron 50 ixl de cerveza desgasif icada en 
. muestras duplicadas y se eluyeron con H 2 S0 4 0 . 05 M durante 25 
15 minutos a una velocidad de flujo de 1.0 ml/min. Se realizo 
la cuantif icacion de 5-HMF usando una curva de calibracion 
externa de lcfe compuestos puros, respectivos {Sigma, San 
Luis, Missouri) . 



20 Analisis de CE3 

Todas las muestras de las cervezas se 
desgasif icaron en un bano ultrasonico antes de la inyeccion 
y se analizaron en duplicado. Se realizaron analisis en un 
sistema de electrof oresis capilar de biosistemas aplicados 

25 270A-HT. Un capilar de silice fuslonadci, no tratado de 
diametro interho de 50 //m y 72 cm de longitud (50 cm para el 



detector) se uso en todas las separaciones. L 
invectaron al vacio durante 3.5 sequndos, y se 

Mexicano 

cabo las separaciones electrof oreticas en el am^j^j^p^pledsd 

citrato de sodio 20 mM, pH 2.5, a un voltaje de 15 KV 
20 minutos. Se realizo la deteccion a 200 nm. Se realizo la 
adquisicion de un procesamiento. de los datos usaiido los 
elementos de programacion del si sterna de analisis de datos 
modelo 600 (Applied Biosys tems) ; para Macintosh. 



Derivacion de los compiles tos dicarboriilicos con 
1, 2 -^enilendiamina y determinacion de quinoxalinas 
por HPLC 

Se adiciono un volumen fijo (2.2 ml) de 1,2- 
f enilendiamina al 5 % (OPD) en metanol, a una botella de 
cerveza (222 ml) que luego se volvio a tapar y se mantuvo a 
20 °C durante 12 horas . Despues de 12 de horas de reaccion, 
se extra jeron 25 ml de muestra con cloroformo (3 x 8 ml) . La 
fase organica de cloroformo se removio por centrif ugacion a 
3000 rpm durante 10 minutos, se colecto, se lavo con HCl 0.1 
M (3 x 8 ml) t a fin de remover la 1, 2- f enilendiamina sin 
reaccionar, y se semi-seco con sulfato de magnesio. La fase 
organica semisecada, que contuvo los derivados de 
quinoxalina, hidrof obicos, luego se seco en un rotavapor a 
sequedad, y el residuo se volvio a dispersar en 250 m! 



% 



acetronitrilo, y se diluyo 1/10 (50 % del solvente a y 50 
del solvente b) antes del analisis cromatograf ico . Las 



I* 
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quinoxalinas hidrof obicas se analizaron usando 
(ver posteriormente). La fase acuosa que contien 






quinoxalinas hidrof Ilicas , se inyecto ^irectag^i||^^f£pj§||g(J 
analizo usando un metodo II (ver posteriormente) . ifldtJStfial 

Las condiciones cromatograf icas fueron como sigue: 
se uso una columna Nova-Pak C18 (Waters) de 3.9 x 150 mm, 4 
/zm. La fase movil f ue : solvente A- 95 % de agua (Milli-Q) y 
5 % de acetonitrilo; solvente B-90 % de acetonitrilo y 10 % 
de agua; velocidad de flujo 0.7 ml/min. La elucion se 
inspecciono con un detector de arreglo de fotodiodos Water 
991, (200 nm-360 nm) . Los resultados tipicos se muestran en 
las Figuras 5 y 6 

Los Metodos I y II son como sigue. 



15 



Metodo I 



i 



20 



Tiempo (min) 


.% de Solvente A 


% de Solvente B 


0 


85 


15 


12 


60 


• 40 


20 


100 


0 



Instil" 

Metodo it Mexican 

de la Propiedao 



Tiempo (min) 


% del Solvente A 


% del Solvente B 


0 


100 


o 


3 


100 


0 


10 


75 


25 


15 


75 


25 



1 



Ejemplo 1: Purificacion de la 2-oxoaldehido reductasa 

dependiente de NADPH a partir de la levadura de 
cerveza 

Levaduras de cerveza (Polar; Caracas, Venezuela) 
para la colocacion se lavaron dos veces con amort iguador de 
fosfato de pdtasio 25 mM pH 7.5, (amortiguador A), se 
dispersaron en el mismo amortiguador y se rompieron con 
cuentas de vidtib (diametro de 0,5 mm) en un Desintegrador-S 
(IMA) a 3000 rpm durante 10 minutos . Los homogenados 

* - 

celulares se centrif ugaron a 1000 xg. durante 40 minutos, y el 
sobrenadante (fraccion citosolica) se uso para la 
purificacion de las actividades de oxoaldehido reductasa 
dependientes de NADPH. . 

Las enzimas se purificaron por cromatograf ias en 
coiumnas, sucesivas en un sistema FPLC (Pharmacia) , como se 
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resume en la Figura 7. Todos los procedimientos 
a cabo a 5°C. 

La f race ion dO la PfOpiQCiad 




i 




citosfolica se aplico a una columna DEAE-Sepharose 
equilibrada previamente con amort iguador A. La columna se 
lavo primero con el mismo amortiguador y luego con el 
amortiguador A que contiene KC1 2 50 mM y 500 mM, y la 
cantidad de la enzima se eluyo como dos valores maximos 
(picos) . El primer valor maximo (reductasa 1) se eluyo con 
el amortiguador de lavado, y el segundo (reductasa 2) se 
eluyo con el amortiguador que contiene KC1 2 5 mM. Ambas 
fracciones se combinaron de manera separada y se precipitaron 
por la adicion de sulfato de amonio. La reductasa 1 se 
precipito con sulfato de amonio para dar saturacion al 50 %, 
la mezcla se agito durante 30 minutos a 5°C y luego se 
centrifugo durante 20 minutos a 4360 xg. El sobrenadante 
resultante se llevo a una saturacion de sulfato de amonio al 
90 H t se agito durante 30 minutos y se centrifugo durante 20 
minutos a 4360 xg/ La reductasa 2 se precipito con sulfato 
de amonio para dar una saturacion de 80 % y se prosiguio como 
se describe anteriormente . Las pelotillas obtenidas despues 
de esta centrif ugacion se volvieron a dispersar, de manera 
separada, en una minima cantidad de fosfato de potasio 5 mM, 
pH 6.5 (amortiguador B) y se dializaron durante la noche 
contra el mismo amortiguador. 

Las fracciones de las enzimas dializadas se 
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aplicaron de manera separada en columna 
J identicas equilibradas previamente con amort iguadoj^^^^j^^ 




ambos casos, la actividad de la reductasa no 4 

Industrial 

la resina y las proteinas se eluyeron con el amort iguador de 
equilibrio. Las fracciones con actividad de reductasa se 
combinaron y concentraron por ultraf iltracion con una 
membrana Amicdn YM-10. 

Las fracciones de las enzimas combinadas luego se 
absorbieron separadamente a columnas Cibacron Blue, identicas 

■ 

10 equilibradas previamente con fosfato de potasio. 25 mM, pH 7.0 
(amortiguador C) , La reductasa 1 se eluyp con el 
amort iguador que contiene KCl 400 mM, mientras que la 
reductasa 2 se eluyo con un gradiente lineal de KCl 0-1 M en 
el amortiguador C. 
15 Las fracciones que muestran actividad de reductasa 

se combinaron Separadamente y se concentraron a un volumen de 
2 ml como se describe previamente, y luego se aplicaron a una, 
columna Sephacryl S-300 equilibrada con amortiguador C. 

La reductasa 1 se purif ico adicionalmente por medio 
20 de una columna Cibacron azul equilibrada con amortiguador C. 
La columna se lavo con el mismo amortiguador y las proteinas 
se eluyeron con el amortiguador C que contiene KCl 500 mlVL 

Como un ultimo, paso de purification, ambas 
preparaciones de enzima (reductasa 1 y reductasa 2) se 

■ - « 

25 sometieron a *una columna de fase invertida, preparativa 
(Pharmacia Biotech Resource RPC 1 ml) conectadas a un sistema 
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de HPLC plus modulo 1 Waters LC. La elucion de 1 

*V 1 M II 

./ se inspecciono al medir la absorbancia a. 215 nm. en^^gtUu 




purificadas se secaron por conge lamiento y se aln»acena p "°" 



del »ndu»trta» 



-70°C. 

Las actividades de las enzimas de oxoaldehido 
reductasa, aisladas y purificadas, se determinaron en una 
mezcla que contiene metilglioxal 9 mM, NADPH, 0.1 mM, 
amortiguador de fosfato de potasio 20 mM (pH 7.0), y la 
enzima de la f race ion (8 //g aproximadamente) en un volumen 
'f 10 total de 0.5 mj. . La reaccion se inspecciono a 340 nm. Todos 
los ensayos se realizaron a 25 °C. Se definio una unidad de 
la enzima como la cantidad de la enzima que cataliza la 
oxidacion 1 aotioI de NADPH por minuto a 25°C, 



15 Ejemplo 2: Caracterizacion de la reductasa . 



Las fracciones cromatograf icas del Ejemplo 1 que 
mostrarbn actividad enzimatica se usaron para la estimacion 
del peso moleqular tanto por la cromatograf la de f iltracion 
20 en gel y la electrof oresis en gel con poliacrilamida al 12.5 



% 



que contiene dodecilsulf ato de sodio (SDS-PAGE) como se 



describe por Weber y Osborn {J. Biol. Chem. 244 : 4406-4412 
(1969)). La proteina se determino por el metodo de Lowy y 
colaboradores (J. Biol. Chem. 193:265-275 (1951)); usando 
25 alguna de suero bovino como una norma 

La f iltracion en gel, analltica en HPLC se realizo 



en una columna Sephacryl S-200 (Waters), que 
eluyo con amortiguador C. Ambas enzimas se eluye 
valores maximos individuales ; el peso mol 



e 




industrial 

reductasa 1 inactiva, como se determino por este metodo., se 

i 

mostro que es de 8 kDa. Sin embargo, el analisis en SDS- 
PAGE de reductasa 1 mostro dos bandas principales de pesos 
moleculares de 44 y 47 kDa (Figura 8) , mientras que una banda 
individual de 3 9.5 kDa se vio para la reductasa 2 (Figura 9) . 



Ejemplo 3: Ensayos de la especificidad del substrato 



Se valoraron varios compuestos de carbonilo como 
substratos para las enzimas de oxoaldehido reductasa, 
aisladas y purificadas. Como se muestra en la Figura 10, 
tanto la reductasa 1 como la reductasa 2 actuan en. los 2- 
oxoaldehidos tal como metilglioxal y 3 -desoxiglucosona . La 
reductasa 1 mostro una actividad superior de la reductasa 2 
en los compuestos con un grupo ceto o aldo individual tal 
como acetaldehido y piridina-3-aldehido. Se encontro que el 
glucoronato es un mejor substrato para la reductasa 2 que 
para la reductasa 1, mientras que la -metirapona fue un 
substrato aceptable para ambas enzimas. Ambas reductasas 
mostraron poco o ningun efectp en las aldosas valoradas 
(glucosa, galactosa y xilosa. Es notable que ninguna enzima 
mostro alguna actividad apreciable en el piruvato. 

Estos resultados de muestran que la reductasa 1 y 
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la reductasa 2 son quimicamente y 

distinguibles . 




Ejemplo 4: Efecto de las reductases en LC18 



Meccano 



A fin de determinar el efecto de ambas reductasas 
en la intensidad del valor maximo de LC18, a 1 ml de mezcla 

■ 

de cerveza frqsca, se incubo a 25°C durante 30 minutos una 
fnezcla de 1 ml de cerveza fresca, amort iguador de fosfato de 
10 potasio 25 mM (pH 7.0), NADPH 0.1 mM y el volumen requerido 
de enzima para obtener 50 unidades/ml. pespues de la 
incubacion, la cerveza tratada se analizo en una columna 
Aminex HPX-87H conectada a un sistema Waters de HPLC bajo las 
condiciones descritas anteriormente. 
15 Como se demuestra en la Figura 11, el tratamiento 

de cerveza con Reductasa 1 o Reductasa 2 provoco una 
disminucion significante en el area del valor maximo de LC18 



(flechas) , con. relacion a aquella en una cerveza no tratada. 

J s 

El tratamiento de la cerveza con Reductasa 1 indujo una 
20 disminucion mas grande en el valor maximo de LC18 que lo que 
hizo el tratamiento con Reductasa 2, quizas reflejando la 

» 

actividad especifica mas alta de la anterior para varios 
substratos de ceto- y aldo-carbonilo, individuales como se 
muestra en la Figura 10. Estos resultados demuestran que el 
25 tratamiento ya sea con Reductasa 1 o Reductasa 2, y en forma 
preferente cont Reductasa 2 , puede reducir la formacion de los 
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indices rancios del sabor tal como LC18 en la 





Ejemplo 5: Evaluacion del sabor (\&\zPTO[ 

Industrial 

Para las evaluaciones sensitivas del sabor de la 

* * 

cerveza, se uso un panel de seis catadores experimentadds 
A cada participante se le pidio comparar los perf lies de 
sabor y determinar la presencia o ausencia de los componentes 
del sabor, asociados con el grado de frescura de la cerveza 
de las siguientes muestras: 1) cerveza fresca a 5°C; 2) 
cerveza de control a 28 °C; y 3) cerveza con reductasas 1 
adicionada a 28 °C. La escala usada para reportar el grado de 
frescura de la cerveza fue desde u l" a u 5" (con u 5" que indica 
el gusto mas fresco) . 

Se prepararon cervezas como sigue: 

1) Cervezas de control: 10 ml de cerveza se tomaron 
de cada una de seis botellas de 222 ml de cerveza fresca, 
pasteurizada bajo una corriente de C0 2 . Este volumen se 

■ 

reemplazo con 6 ml de amort iguador C y 4 ml de NADPH 3 mM, y 
luego las botellas se volvieron a tapar. Tres botellas se 
almacenaron a 5°C durante 15. d£as y las otras a 28 °C durante 
15 dias . 

2) Cervezas experimentales : 10 ml de cerveza se 
tomaron de cada una de tres botellas de 222 . ml de . cerveza 
fresca, pasteurizada bajo una corriente de C0 2/ y este 
volumen se reemplazo con 5.4 ml de amortiguador A, 4 ml de 
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NADPH 3 mM, y 0.6 ml de reductasa 1. Las . botififtti&ltQe 

Mexicano 

volvieron a tapar y se almacenaron a 28 °C du^i|^p£§pf£4ad 

Las cervezas frescas, de control y expeJPmer^a^s 

luego se sometieron a la evaluacion por el panel de 

catadores. Como se muestra en la Figura 12, estas pruebas de 

t 

evaluacion del sabor demostraron un incremento significante 
en el grado de frescura en las cervezas que contienen 
reductasa 1, comparadas con las cervezas de control a 28 °C. 
Junto con aquellos para la prueba . cromatograf ica anterior, 
estos resultados indican que el tratamiento de la cerveza con 
reductasa 1 estabiliza el sabor de la cerveza. 

Habiendo ahora descrito completamente la presente 
invencion, se entendera por aquellos expertos en la tecnica 
que la misma se puede realizar dentro de un intervalo amplio 
y equivalente de condiciones, f ormulaciones y otros 
parametros sin que afecte el alcance de la invencion o 
cualquier modal idad de la misma, 

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de 
patentes citadas en la presente son indicativas del nivel de 
los expertos en la tecnica a la cual pertenece la invencion, 
y se incorporan en la presente por referenda en su 
total idad. 
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Se hace constar que con relacion a esta feiflfttjtUlD 

Mexicano 

mejor metodo conocido por la solicitante P ar ^e ^f^t^i^dild 

practica, la presente invencion, es el que resulta'^f^?^^ 
partir de la presente descripcipn de la invencion. 

Habiendose descrito la invencion como antecede se 



reclama como propiedad lo contenido en las siguientes 




o 



REIVINDICACIONES 
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Institute 
Mexicano 
de la Propiedad 

estabilidkWlUStWai 




1. Un metodo para mejorar la 



sabor de una bebida de malta fermentada que contiene 
5 alcohol, caracterizado porque comprende poner en contacto 
la bebida con una cantidad de estabilizador de sabor de 
una reductasa oxoaldehido dependiente NADPH de formacion 
natural, producida por levadura de cerveza. 

■JO 2 . El metodo de conf ormidad con la 

reivindicacion 1, caracterizado porque la bebida de malta 
fermentada es cerveza. 

3. El metodo de conf ormidad con la 
15 reivindicacion 1 o reivindicacion 2, caracterizado porque 

la enzima es una reductasa 3-deoxiglucosona. 

4. El metodo de conf ormidad con cualquiera de 
las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la levadura 

20 es del genero Saccharomyces . 



5 . El metodo de conf ormidad 

Institute 

reivindicacion 4, caracterizado porque la levadura 

esM&xicano 
de la Propiedacf 

la especie de Saccharomyces cerevisiae. Industrial 

6. Un metodo para producir una bebida de malta 
fermentada que contiene alcohol , el metodo caracterizado 
porque comprende las etapas de: 

producir una malta de grano; 

producir un mosto de la malta de grano; 

- anadir una cantidad de estabilizador de sabor de 
una reductasa oxoaldehido dependiente NADPH de 
formacion natural, producida por levadura de 
cerveza; 

- fermentar mosto para producir una bebida de malta 
fermentada; 

- procesar la bebida de malta fermentada para 
producir una bebida de malta fermentada procesada; 

y 

empacar la bebida de malta fermentada procesada. 
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7 . El metodo de conf ormidad t 

Institute 

reivindicacion 6, caracterizado porque la enzima se ar ^\^%\CBnO 

_ . . . . . , de la Propiedad 

al mosto antes de la fermentacion. 




8. El metodo de conf ormidad con la 
reivindicacion 6, caracterizado porque la enzima se anade 
a la bebida de malta fermentada antes de la etapa de 
procesamiento . 



9. El metodo de conf ormidad con la 
reivindicacion 6, caracterizado porque la enzima se anade 
a la bebida de malta fermentada antes de la etapa de 
empaque. 



Mexican© 
de la Propiedad 

La presente invencion se refiere a un m#ftd&$tttata 

estabilizar el sabor de una bebida de malta fermentada, en 

forma mas particular una cerveza, por la adicion de una 

enzima de oxoaldehido reductasa, la bebida de malta 

fermentada preparada por este metodo, y al uso durante el 

i 

proceso de fermentacion de enzimas de oxoaldehido reductasa 
a partir de fuentes naturales, que incluyen aquellas 
producidas por levaduras, para estabilizar el sabor del 
producto de cerveza resultante y para producir una cerveza 
que tiene un sabor estable. 

La invencion tambien se refiere a microorganismos , 

particularmente levaduras, que se han modificado 

especificamente, se han seleccionado, o se han manejado 

geneticamente para expresar o segregar una enzima de 

i 

oxoaldehido reductasa que se puede usar durante el proceso de 

fermentacion, para estabilizar el sabor del producto de 

cerveza resultante, y para producir una cerveza que tiene un 

sabor estable. La presente invencion tambien proporciona 

extractos a partir de una fuente natural (por ejemplo, 

levadura) , o una levadura modif icada, o extractos de la 

misma, los cuales proporcionaran una cantidad suficiente de 

las enzimas necesarias para bloquear, inhibir o reducir los 

compuestos intermedios de la reacciori de Maillard (por 

» 

ejemplo, 3-desoxiglucosona, que da por resultado la formacion 
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Acabado y disrupci6n de c6lulas de levadura 

Obtener la fraccldn citosdlica 
Cromatograffa en Columna DEAE-Sepharose 
equilibrada con amortiguador A 
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Combinar DEAE 1 
eluido con amortiguador A 

SaturacWn al 50-90% con sulfato de 

a monk) 

Cromatograffa en columna CM-Sphadex 

equilibrada con amortiguador B 
- Combinar CM 1 eluido con amortiguador 

B 

Combinar CM 1 eluido con amortiguador B 

Lavar y concentrar 
Comatograf fa en cofumna Cibacron Azul 
equilibrada con amortiguador C 

Combinar Cibacron I eluido con KC1 400 
mM en amortiguador C 
Cromatograffa en columna Sephacryl S- 
300 equilibrada con amortiguador C 
Combinad Sephacryl S-300 1 
Cromatograffa en columna Cibacron Azul 

equilibrada con amortiguador C 

x 

Combinar Cibatrcron Azul I eluido con KCI 
e3luido con 500 mM en amortiguador C 

Dializar y concentrar 
Cromatogradfa de fase invertida (recurso 

RPCIml) 



Combinar DEAE 2 eluido con KCI 250 ml 

en amortiguador A 
Saturaci6n al 80% ton sulfato de amonio 

i 

Cromatograf fa en columna CM-Sephadex 

equilibrada con amortiguador B 
Combinar CM eluido con amortiguador B 



Lavar y concentrar 
Comatograf fa en columna Cibacron Azul 

equilibrada con amortiguador C 
Combinar Cibacron Aul 2 eluido con KCI 
0-i M en amortiguador C 
Cromatograffa en columna Shepacryl S- 
300 2 equilibrada con amortiguador c 
Combinar Shepaciyl S-300 2 
Concentrar 



Cromatograffa de fase invertida (Recurso 

RPC I ml) 
Reductasa 2 

_^ Reductasa 1 



Fig. 7 
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Substrata 


Actividad 
Reductasa 1 


(nmol / min / mg) 
Reductasa 2 


Piridina3-aldehido 


111.5 


0.0 


D -qlucoronato 


7.0 


182.1 


Acetaldehfdo 


585.8 


41.9 


Metilqlioxal 


331.6 


230.3 


D-glucosa 


23.1 


0.0 


D-qalactosa 


12.1 


0.0 


D-xilosa 


34.2 


0.0 


Metirapona 


329.6 


383.0 


2,3-butanodiona 


238.1 


189.5 


2,3-pentanodiona 


20.1 


0.0 


3-desoxiqlucosa 


190.9 


115.1 


Piiwato 


9.0 


0.0 



Fig. 10 
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